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EFEK MUTAGENIK EKSTRAK ETANOL DAUN KEJIBELING 
(Strobilanthus crispus ) 
Ani ~snawati', Sukmayati ~ l e ~ a n t i n a '  
MUTAGENIC ACTIVITY OF KEJIBELING LEA VES 
IN ETHANOLIC EXTRACT 
Abstract. Kejibeling leaves (Strobilanthus crispus) belongs to the family Acanthaceae. They 
contain potasium compounds, salicylic acid, crystalline calcium carbonate etc and are 
widely used to break down bladder stone. Acute toxicity test in rat orally is 5019 mg/kg bw, 
which is practically non toxic but hardly close to toxic dose, (i,e 5000 mg/kg b w )  Subchronic 
toxicity test within 3 months in rat shown that 600 mg/bw orally has teratogenic activity. 
Based on the evidence of the side effect and longterm usage so as to ensure safety for human 
being, mutagenicity test should be taken. Mutagenicity test of 50% ethanolic extract of 
Kejibeling leaves was done by using Ames method as reverse mutation system with 5 bacteria 
i.e. Typhy TA 98, TA 100, TA 1535 TA 1537 and Escheria coli WP2 uvrA either with or 
without S9 metabolic activator; to detect point of mutation. Positive and negative control was 
used. Result of the study show that 50% ethanolic extract of Kejibelirzg leaves has no 
mutagenic activity. 
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PENDAHULUAN 
DNA (Deoxyribose nucleid acid 
merupakan elemen yang diketahui sebagai 
pembawa materi genetik. Toksisitas pada 
materi genetik, atau terjadinya genotoksik, 
biasanya disebabkan karena adanya peru- 
bahan integritas, atau te rjadinya mutasi. 
Oleh karena itu mutasi adalah perubahan 
dalam materi genetik, dapat diturunkan dan 
mencakup: mikrolesi dan makrolesi. Mi- 
krolesi adalah perubahan pada struktur 
DNA (point of mutation) sedangkan ma- 
krolesi adalah perubahan kromosom atau 
aberasi kromosom. Senyawa kimia ter- 
tentu, radiasi, dan virus dapat menyebab- 
kan mutasi gen. Faktor-faktor yang dapat 
menginduksi mutasi gen atau kromosom 
disebut mutagen. Mutasi gen dapat mem- 
pengaruhi kesehatan bila intensitas pema- 
parannya cukup tinggi sehingga memberi- 
kan sifat genotoksik. Dari beberapa pene- 
litian, zat yang dapat merusak integntas 
DNA kemungkinan dapat bersifat karsi- 
nogenik. Sehingga ada hubungan antara 
mutagen dan karsinogen dan dari hasil pe- 
nelitian pula ditemukan 80% karsinogen 
adalah mutagen (I). 
Daun Kejibeling (Strobilanhus cris- 
pus) merupakan salah satu famili Acantha- 
ceae. Daun ini mengandung senyawa kali- 
um, asam salisilat, kristal kalsium karbo- 
nat, dll, banyak digunakan sebagai peng- 
hancur batu kandung kemih (2'. Data uji 
toksisitas akut peroral pada tikus adalah 
5019 mgkb bobot badan, meskipun terma- 
suk practically non toxic (batas > 5000 
mglkb bobot badan ) namun mendekati ba- 
tas toksik, sedangkan toksisitas subkronik 
pada tikus peroral selama 3 bulan dengan 
dosis 600 mgkg bobot badan menunjuk- 
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kan adanya efek teratogenik (j). Jenis efek 
toksik yang ditimbulkan tergantung dari 
sifat toksisitas instrinsik senyawa kimia 
yang dikandungnya. Untuk mengevaluasi 
keamanannya guna mengetahuilmendetek- 
si adanya senyawa kimia yang berefek 
merugikan perlu dilakukan serangkaian uji 
toksisitas termasuk diantaranya uji muta- 
genesitas. Uji mutagenesitas merupakan uji 
yang dilakukan untuk mengetahui ke- 
mungkinan adanya senyawa yang bersifat 
mutagen Untuk mendeteksi efek mu- 
tagenik perlu dilakukan serangkaian uji 
mutagenesitas, menggunakan metode 
Ames berdasarkan sistem mutasi balik 
guna mendeteksi adanya point of mutation. 
Uji mutagenik dengan metode Ames meru- 
pakan uji skrining primer untuk mendetek- 
si adanya efek mutagenik.melalui metode 
ini dapat dibuktikan, ada korelasi yang 
cukup tinggi antara karsinogen dan muta- 
gen yaitu + 83%. 
Metode Ames direkomendasikan 
untuk mendeteksi adanya efek mutagenik 
( 5 ) .  Pada penelitian ini dilakukan uji efek 
mutagenik menggunakan metode Ames 
dengan menggunakan lima galur bakteri 
uj i terhadap ekstrak daun Kej ibeling. 
BAHAN DAN METODA 
Sampel adalah simplisia daun Keji- 
beling yang diperoleh dari BPTO Tawang 
mangu dengan spesifikasi asal tanaman 
sebagai berikut: tempat kultivasi dengan 
jenis tanah andosol, wama hitam, pH 
asam, bahan organik cukup dan tekstur ta- 
nah gembur. Cuaca tempat penanaman su- 
hu minimum 15' C dengan curah hujan 
3000 mmlth dan kelembaban 75%. Tana- 
man dipanen pada bulan Januari 200 1 pada 
ketinggian 200 m di atas permukaan laut. 
Penanganan pasca panen yaitu bahan 
simplisia yang telah bersih dikeringkan di- 
bawah sinar matahari langsung dan sebagai 
alas pengering dibuat dari bambu (kepang). 
Setelah kering simplisia diserbuk dengan 
menggunakan blender dan diayak meng- 
gunakan derajat ayakan nomor 40. 
Uji Mutagen 
Biakan murni Salmonella typhimu- 
rium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 
yang diperoleh dari DR. Bruce N. Ames, 
University of California, Berkley, USA dan 
Escherichia coli WP2 uvrA diperoleh dari 
National Institute of Hygienic Sciences, 
Tokyo, Japan. Media bakteri nutrient broth 
(oxoid), agar oxoid, bacto agar, glukosa, 
natirum klorida, L- histidin HCl, L-trip- 
tofan, D-biotin, natrium hidroksida, mag- 
nesium sulfat, asam sitrat, dikalium hipo- 
fosfat, natrium amonium fosfat, dinatrium 
hipofosfat, magnesium klorida, kalium 
klorida, dan dimetil sulfoksida, 
Alat yang dipergunakan antara lain 
cawan petri, penghitung koloni, inkubator, 
alat vortex, jarum ose dan alat gelas lain 
yang lazim digunakan dalam laboratorium 
mikrobiologi. 
Kebenaran tanaman dilakukan mela- 
lui determinasi tanaman secara makrosko- 
pis dan mikroskopis. Pembuatan Ekstrak 
Etanol 50% dilakukan secara Perkolasi. 
Serbuk simplisia buah Cabe Jawa di- 
timbang lebih kurang 250 gram dibasahi 
dengan pelarut etanol 50% dan didiam- 
kan selama 4 jam dalam wadah tertutup. 
Masa basah tersebut kemudian dima- 
sukkan kedalam perkolator yang terbuat 
dari gelas, dan ditambahkan pelarut yang 
dialirkan sedemikian rupa hingga diatas 
permukaan terdapat tersisa pelarut setinggi 
0,5 cm dan dibiarkan selama 24 jam. 
Kemudian kran perkolator dibuka, di- 
biarkan mengalir dengan kecepatan alir 
lebih kurang 40 tetestmenit. Pelarut diatas 
permukaan bahan dipertahankan seperti 
semula yaitu lebih kurang 0,5 cm. Ekstrak 
cair yang diperoleh, sejumlah lima kali bo- 
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bot serbuk yang disari, diuapkan dalam 
cawan porselen yang telah ditara diatas 
tangas air dengan suhu lebih kurang 40" C 
hingga diperoleh ekstrak kental. 
Uji Mutagenesitas 
Uji Pendahuluan 
Uji pendahuluan dilakukan untuk 
menetapkan dosis uji yang akan digunakan 
pada uji utama. Uji pendahuluan meng- 
gunakan 1 galur bakteri uji yaitu S. typhi- 
murium TA 100 dengan dan tanpa penam- 
bahan campuran aktivator metabolik S-9. 
Sediaan uji dilarutkan dalam DMSO (Di- 
metil sulfoksida) steril, kemudian larutan 
disaring dan disterilkan dengan sinar UV 
selama 30 detik (larutan I). Dari larutan I 
diencerkan 10 kali (larutan 11) 
Uii Utama 
" 
Jumlah zat uji yang telah ditentukan 
berdasarkan hasil uji pendahuluan yaitu 
dosis yang memberikan jumlah koloni 
revertan terbesar, ditetapkan sebagai dosis 
untuk pengujian selanjutnya. Uji ini di- 
lakukan dengan menggunakan sejumlah 
zat uji dengan dosis bertingkat yaitu 250; 
500; 1000; 2500; 5000 dan 10000 ug/ 
lempeng (lp) dan dilarutkan dalam dimetil 
sulfoksida (DMSO). Untuk masing-masing 
sediaan uji digunakan 5 galur bakteri uji 
yaitu S. typhimurium TA 98, TA 100, TA 
1535, TA 1537 dan E. coli WP2 uvrA. 
Disiapkan sejumlah biakan semalam agar 
dengan kepekaan 1-2 x 10 9 sellml dari 
masing-masing bakteri uji dan campuran 
S-9 yang berisi glukosa 6-fosfat, B- 
NADPH, kaliumklorida, magnesium klo- 
rida, dapar fosfat dan lempeng agar dalam 
cawan petri seteril; serta sejumlah agar cair 
yang ditambah histidin, biotin dan triptofan 
sesaat sebelum pengujian dilakukan. Ke- 
dalam beberapa tabung reaksi, secara ber- 
turut-turut dimasukkan sediaan uji dari 
masing-masing dosis 0,5 ml, campuran S-9 
dan pengujian tanpa menggunakan cam- 
puran S-9 yaitu 0,5 ml dapar fosfat pH 7,4 
serta 0,l ml biakan semalam bakteri uji 
segar. Kemudian diinkubasikan dalam ta- 
ngas udara pengocok pada suhu 37" C 
selama 20 menit, setelah itu kedalam setiap 
tabung dimasukkan 2 ml agar dengan suhu 
45" C dihomogenkan dengan alat Vortex, 
disebarkan secara merata pada lempeng 
agar, dibiarkan pada suhu kamar selama 
lebih kurang 1 jam, dan diinkubasikan 
pada suhu 37" C selama 48 jam. 
Kelompok kontrol negatif menggu- 
nakan pelarut sediaan uji dan sebagai ke- 
lompok kontrol positif menggunakan be- 
berapa senyawa mutagen pembanding 
yang sesuai untuk masing-masing bakteri 
uji. Jenis senyawa mutagen pembanding 
yang digunakan seperti tertera pada Tabel 
1. Pengujian dilakukan secara simultan 
dengan cara yang sama seperti pada 
kelompok sediaan uji. Koloni revertan bak- 
teri yang tumbuh pada setiap lempeng 
dihitung. Potensi mutagen mutagenik se- 
diaan uji ditetapkan dengan membanding- 
kan jumlah koloni revertan pada lempeng 
kontrol negatif. Hasil uji dinyatakan positif 
apabila diperoleh hubungan dosis respon 
pada sekurang-kurangnya terdapat 3 dosis 
uji dengan koloni revertan pada dosis uji 
paling tidak 2 kali revertan kontrol negatif. 
HASIL 
Determinasi 
Determinasi simplisia secara mak- 
roskopis daun Kejibeling adalah sebagai 
berikut: daun tunggal berhadapan, tangkai 
daun pendek, helai daun berbentuk jorong 
sampai bundar memanjang. ujung daun 
dan pangkal daun meruncing, pinggir daun 
bergerigi, panjang helai daun 9 cm sampai 
19 cm, lebar helai daun 3 cm sampai 8 cm, 
permukaan atas sangat kasar dan berwarna 
lebih pucat dari permukaan atas. Kebena- 
ran tanaman telah dideterminasi di BPTO 
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Tawangmangu. Adapun determinasi mik- sebut semua galur bakteri uji dianggap ma- 
roskopis penampang melintang daun Keji- sih valid digunakan untuk pengujian. 
beling dan bagian-bagiannya dapat dilihat Adapun data hasil uji mutagenesitas 
pada Gambar 1. sediaan uji ditunjukkan dengan banyaknya 
atau jumlah koloni revertan dari setiap 
Uji Mutagenesitas bakteri uji pada masing-masing lempeng 
Hasil pengujian dengan kontrol ne- kontrol negatif, kontrol positif dan 5 dosis 
gatif dan kontrol positif menghasilkan sediaan uji, dengan dan tanpa penambahan 
jumlah koloni revertan dari masing-masing aktivasi metabolik S-9. Hasil dapat dilihat 
bakteri uji dengan dan tanpa penambahan pada Tabel 3. 
metabolik S-9, dapat dilihat pada Tabel 2. Sedangkan dosis respon koloni re- 
Hasil pengujian menggunakan kon- vertan yangditunjukkan dah kelima dosis 
trol negatif dan kontrol positif pada bakteri ekstrak daun Kejibeling, dapat dilihat pada 
uji masih berada dalam rentang data pe- Gambar 2. 
ngujian, sehingga berdasarkan data ter- 
Tabel 1. Senyawa Mutagen Pembanding untuk Bakteri Uji 
Bakteri Uji TA 100 TA 98 TA 1535 TA 1537 WP2 uvrA 
(-) S-9 AF-2 AF-2 ENNG 9AA AF-2 
\ ,  
( 0 2  ug) (0,OS ug) (3 ug) (80 ug) (0702 ug) 
(+) s-9 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 
(2 ug) (2 ug) (2 ug) (2 ug) (2 ug) 
Keterangan : 2 AA: 2 Aminoantrasena; 9 AA: 9 Aminoakridina, 
ENNG: N- etil- N'- nitro- N-nitrosoguanidin; AF-2: 2-(2-Furil)-3-(5nitro-2-furil) akrilamida 
Keterangan : 
1. Kutikula 
2. Rambut 
3. Sel litosis dengan sistolit 
4. Rambut kelenjar 
5. Epidermis atas 
6 .  Jaringan palisade 
7. Jaringan bunga karang 
8. Epidermis bawah 
9. Berkas pembuluh dengan serabut sklerenkim 
Gambar 1. Penampang Melintang Daun Kejibeling 
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Tabel 2. Data Pengujian Menggunakan Kontrol Negatif dan Kontrol Positif pada 
Beberapa Bakteri Uji di Laboratorium 
Kontrol negatif Kontrol positif 
Galur (-) S-9 (+) S-9 (-) S-9 (+) S-9 
TA 98 1 1 ,O + 2,45 23,25 + 8,54 135,25 + 62,32 1532,s + 746,64 
Gambar 2. Dosis Respon Koloni Revertan dari Kelima Dosis Ekstrak Daun Kejibeling 
Dari data diatas dapat diketahui bah- 
wa jumlah revertan yang dihasilkan oleh 
masing-masing galur bakteri pada lempeng 
sediaan uji dari tiap dosis, hampir semua 
memberikan jumlah revertan lebih kecil, 
sama atau lebih besar (tidak lebih dua ka- 
li) bila dibandingkan terhadap jumlah ko- 
loni revertan yang dihasilkan oleh lempeng 
kontrol negatif, kecuali untuk dosis 625 
uglempeng yang dihasilkan oleh bakteri 
TA98 dan TA 1537 serta dosis 500 ug/ 
lempeng yang dihasilkan bakteri TA1537 
dengan penambahan metabolik S-9, se- 
dangkan tanpa penambahan metabolik do- 
sis 62,50 dan 250,O ug/lempeng yang diha- 
silkan bakteri WP2uvrA dan dosis 500,O 
uglempeng yang dihasilkan bakteri TA98 
memberikan jumlah koloni revertan dua 
kali atau lebih, namun tidak menunjukkan 
dosis respon. Untuk menetapkan adanya 
efek mutagenik koloni revertan sediaan uji 
paling sedikit hams mencapai dua kali 
revertan kontrol negatif dan menunjukkan 
adanya dosis respon sekurang kurangnya 
pada tiga dosis (Ames). Berdasarkan data 
hasil penelitian diatas ekstrak daun Keji- 
beling tidak menunjukkan adanya efek mu- 
tagenik, baik dengan dan tanpa aktivator 
metabolik S-9. 
Tabel 3. Jumlah Koloni Revertan Bakteri Uji Mutagenesitas Ekstrak Etanol Daun Kejibeling 
Jumlah Koloni Revertan Perlempeng 
Konsentrasi Zat 
Uji ( Mutasi Substistusi Pasangan Basa Mutasi Pergeseran Kerangka 
ugnempeng1 TA 100 TA 1535 WP 2 uvr TA98 - TA 1537 
X Rata-rata Deviasi X Rata-rata Deviasi X Rata-rata Deviasi X Rata-rata Deviasi X Rata-rata Deviasi 
Kontrol negatif 151 7.071 19 2.828 18 1.414 3 8 5.657 14 2.828 
625 214.5 2.121 11 1.414 28.5 7.778 95.5 6.364 10.5 2.121 
( +  1 1250 189.5 0.707 10.5 2.121 33.5 3.536 85 4.243 7.5 0.707 2500 197 14.142 12.5 0.707 27.5 4.95 81 2.828 7 4.243 
5000 132.5 6.364 11.5 2.121 30 2.828 94 14.142 11 2.828 
10000 184 9.899 8.5 0.707 24 1.414 77.5 7.778 9 2.828 
Kontrol negatif 150.5 4.95 7.5 2.121 16 1.414 19 4.243 9 1.414 
625 122.5 4.95 9.5 3.535 15 5.657 15 1.414 5 1.414 
1250 131.5 6.364 24 4.243 17.5 2.121 24 4.243 9 5.657 ( -  1 2500 131 5.657 26.5 4.95 24 7.071 26.5 4.95 8.5 3.525 
5000 99.5 7.778 16.5 3.536 25.5 2.121 16.5 4.536 7.5 0.707 
10000 136 8.485 18.5 3.536 16 2.828 18.5 3.536 7.5 2.121 
Nama 2AA 2AA 2AA 2AA 2AA 
Kontro' Konsentrasi Positif ( + ) 2 2 2 2 2 
S9 Jumlah 
Koloninempeng 2403 343.654 152 8.485 301.5 40.305 1738 104.651 279 74.953 
Nama AF2 ENNG AF2 AF2 9AA 
Kontrol Konsentrasi Positif ( - ) 0.02 3 0.02 0.05 80 
S9 Jumlah 
Koloninempeng 1 135 176.777 113.5 4950 270.5 41.72 379.5 3.536 694 104.65 
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PEMBAHASAN 
Sebagai pelarut untuk pembuatan 
ekstrak digunakan pelarut etanol yang ber- 
sifat polar dengan kadar 50%, dimaksud- 
kan agar senyawa yang bersifat nonpolar 
maupun polar dapat tersari, sehingga men- 
dekati sediaan yang biasa digunakan secara 
empirik yaitu sebagai rebusan dalam air 
yang bersifat polar. 
. - 
Uji pendahuluan dilakukan guna me- 
netapkan dosis sediaan uji yang akan di- 
pakai pada uji utama. Pada uji penda- 
huluan ditetapkan 5 dosis sediaan uji ber- 
tingkat. Yaitu 625; 1250; 2500; 5000 dan 
10000 udlempeng (lp). Pengujian rutin 
laboratorium terhadap bakteri uji yang 
akan digunakan dengan menggunakan kon- 
trol negatif dan kontrol positif penting di- 
lakukan untuk mengetahui bahwa semua 
galur bakteri masih-layak digunakan dan 
sebagai acuan besarnya yang ditunjukkan 
oleh kontrol negatif dan positif dengan dan 
tanpa penggunaan aktivator. 
Uji mutagenesitas dari sediaan uji 
dilakukan dengan sistem mutasi balik 
menggunakan lima galur bakteri uji yang 
telah dimutasikan dengan cara pergeseran 
kerangka dan perubahan pasangan basa 
DNA, untuk mendeteksi kemungkinan 
adanya efek mutagenik pada simplisia 
yang diuji. Bakteri S. typhi TA 98 dan TA 
1537 untuk mendeteksi kemungkinan 
adanya mutasi pergeseran kerangka, se- 
dangkan penggunaan bakteri TA 100, TA 
1535 dan E. coli WP2 uvrA untuk men- 
deteksi kemungkinan adanya mutasi pa- 
sangan basa. Penambahan aktivator me- 
tabolik S-9 dimaksudkan untuk menge- 
tahui apakah efek mutagenik disebabkan 
oleh metabolitnya. Hasil pengamatan pada 
uji mutagenesitas, jumlah koloni revertan 
yang dihasilkan oleh masing-masing galur 
bakteri uji pada setiap dosis sediaan uji 
walaupun ada yang memberikan jumlah 
koloni revertan lebih besar dua kali dari 
yang dihasilkan kontrol negatif, namun 
tidak menunjukkan adanya dosis respon. 
Sehingga berdasarkan hasil penelitian 
dengan metode Ames, daun Kejibeling ti- 
dak memperlihatkan efek mutagenik. Me- 
ngingat titik akhir dari efek mutagenik di- 
samping adanya perubahan DNA juga ada- 
nya kerusakan kromosom maka perlu di- 
lakukan uji aberasi kromosom secara in 
vitro dan uji mikronukleus secara in vivo 
sebagai skrining sekunder. Perlu diper- 
hatikan bahwa data yang diperoleh dari uji 
mutagenesitas dengan uji Ames merupakan 
uji skrining primer in vitro, tidak mencer- 
minkan adanya kerusakan toksisitas jangka 
lama secara invivo. Apabila hasil uji ter- 
hadap adanya kerusakan kromosom positif, 
sudah merupakan indikasi bahwa obat tra- 
disional tersebut membahayakan bila digu- 
nakan untuk pengobatan. 
SIMPULAN 
Hasil penelitian uji mutagenesitas 
menggunakan metode Ames terhadap eks- 
trak etanol 50% daun Kejibeling tidak me- 
nunjukkan adanya efek mutagenik 
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